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論 文 内 容 の 要 旨 
 
 自然免疫の主要な液性因子の１つが，宿主防御ペプチド（Host defense peptide，以下





鳥類において Granulysin/NK-lysin（以下 NKL と略），Liver expressed antimicrobial 
peptide2（以下 LEAP-2 と略），Cathelicidin（以下 CATH と略）および Avian β-defensin 
（以下 AvBD と略）の 4 群は，それらの機能や含有量から主要な HDP と考えられる。ニワ












mRNA 発現の確認には RT-PCR 法を用いた。さらに DNA 多型解析には，来歴の異なる 6
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 ニワトリ NKL（GgNKL）との synteny 領域（13,679bp）にニホンウズラ NKL（CjNKL）
遺伝子（1,311bp）を同定した。CjNKL は GgNKL と同様に 4 つのエキソンで構成され，
open reading flame（ORF）の塩基配列および推定アミノ酸配列は GgNKL と 81.1%およ
び 72.1%の類似性を示した。CjNKL の mature peptide の推定アミノ酸配列（117aa）には
GgNKLに比べて 2aaあるいは 1aaの欠損があったが，NKLに特徴的な saposin like type-B 
domain および Proline を保持していた。また，免疫系：脾臓，胸腺，ファブリキウス嚢お
よび骨髄，消化器系：舌，食道&そ嚢，十二指腸，膵臓，空腸，回腸，盲腸，結腸および肝
臓を含む 16 臓器において CjNKL の mRNA の発現を確認した。以上のことより，CjNKL
は，NKL の機能的な orthologous であることが示唆された。 
 
２）成熟型ペプチドの多型解析 
CjNKL の mature peptide の 31 番目（抗菌活性領域）のアミノ酸にグリシン（G）から
アスパラギン酸（D）への置換（G31D，以下 31G および 31D と略）を検出した。31D は
調査した 6 系統 99 個体のうち B および ND 系を除く，A，K，P および Y 系に 0.05，0.03，
0.69 および 0.05 の頻度で認められた。31G および 31D を含む抗菌活性領域のペプチド
（30aa）を合成し，大腸菌に対する抗菌活性試験により，31G は 31D より抗菌活性が高い




 ニワトリ LEAP-2（GgLEAP-2）との synteny 領域（27,626bp）にニホンウズラ LEAP-2
（CjLEAP-2）遺伝子（1,749bp）を同定した。CjLEAP-2 は GgLEAP-2 と同様に３つのエ
キソンにより構成され，ORF の塩基配列および推定アミノ酸配列は GgLEAP-2 と 92.6%お
よび 90.8％の類似性を示した。CjLEAP-2 の mature peptide の推定アミノ酸配列（40aa）
は GgLEAP-2 と一致し，LEAP-2 に特徴的な liver-expressed antimicrobial peptide 2 
precursor を保持していた。また，消化器系：十二指腸，空腸，回腸，肝臓および腎臓を含
む 5 臓器において CjLEAP-2 の mRNA の発現を確認した。以上のことより，CjLEAP-2 は
LEAP-2 の機能的な orthologous であることが示唆された。 
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２）成熟型ペプチドの多型解析 







 ニワトリ CATH（GgCATH）遺伝子群との synteny 領域（12,460bp）に同じ順序・方向
でタンデムに座位する 4 種類のニホンウズラ CjCATH 遺伝子：CjCATH3（809bp），CjCAH2
（1058bp），CjCATHB1（1137bp）および CjCATH1（800bp）を同定した。これら 4 種の
CjCATHs は，ニワトリ GgCATHs と同様にいずれも 4 つのエキソンにより構成され，ORF
の塩基配列および推定アミノ酸配列は相同な GgCATHs と 76.1〜95.2%および 62.3〜
94.7%の類似性を示した。CjCATH3（29aa），CjCAH2（32aa），CjCATHB1（40aa）およ
び CjCATH1（26aa）の mature peptides の推定アミノ酸配列のアミノ酸残基の数は各々
orthologous である GgCATHs と一致し，各々71.9〜100%の類似性を示すと共に，いずれ
も CATH に特徴的な cathelicn domain を保持していた。さらに各 CjCATHs はアミノ酸配
列の系統樹解析において，他鳥類の各 CATHs と共に，CATH1/3，CATH2 および CATHB1
の 3 つの clade を形成した。また，いずれの CjCATHs も骨髄において mRNA の発現が確
認され，CjCATH2 を除く 3 種の CjCATHs の mRNA はファブリキウス嚢を含む複数の臓




 CjCATH3，CjCATH2，CjCATHB1 および CjCATH1 の mature peptide の塩基配列にそ
れぞれ 0，10，2 および 1 個の SNPs が検出された。これらのうち，CjCATH2 では 6 個が，
CjCATHB1 では 1 個がアミノ酸置換を伴い，特に CjCATH2 の CjCATH2*02 allele 由来の
I145F および Q148H は，ND 系を除くすべての系統で確認され，抗菌活性に影響を及ぼす
可能性が示唆された。また，CjCATHB1 の CjCATHB1*04 allele 由来の P245H は，K 系のみ
で確認され，抗菌活性に影響を及ぼす可能性が示唆された。したがって，CjCATH2 および
B1 の allele（CjCATH の haplotype）間で抗菌活性が異なる可能性が示唆された。Intron
を含めた SNPs に基づき CjCATH3，CjCATH2，CjCATHB1 および CjCATH1 に 6，4，4
および 6 種類の allele が，さらにこれら allele の組合せによる 9 種類の haplotype が確認
された。K 系では 4 種すべて，B 系では CjCATHB1 を除く 3 種の CjCATH に系統特異的
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 ニワトリ AvBD（GgAvBD）遺伝子群との synteny 領域（56,812〜70,343bp）に概ね同





CjAvBD14（540〜552bp）を同定した。CjAvBD 領域には，ニワトリ GgAvBD3 および
GgAvBD7 の orthologous は認められず，また GgAvBD6 に相同な CjAvBD101 は 1〜5 個
の遺伝子座数多型を示した。CjAvBD4 を除く CjAvBDs は，各々相同な GgAvBDs と同じ




（38aa）および CjAvBD14（44aa）の mature peptides の推定アミノ酸配列において，
CjAVBD101	ߙ，ߚ，ߠは 1aa 短く，CjAvBD14 は 5aa 長かったのを除き，他の CjAvBDs の
アミノ酸残基の数は各々orthologous である GgAvBDs と一致し，58.5〜92.9%の類似性を
示した。またいずれの CjAvBDs の推定アミノ酸配列も，AvBD に特徴的なβ-defensin motif
を保持していた。さらに CjAvBD は mature peptide のアミノ酸配列の系統樹解析において，
他鳥類の AvBDs と共に orthologous である遺伝子毎に clade を形成した。CjAvBD8 の
mRNA は肝臓でのみ確認され CjAvBD4 の mRNA は肝臓と骨髄でのみ確認された。また，
CjAvBD9 の mRNA は一部消化系臓器など上皮系組織を含む臓器の一部で mRNA 発現が確
認された。CjAvBD1，CjAvBD5 および CjAvBD10 の mRNA は，免疫系，消化器系および
呼吸系など，上皮系組織を含む多くの臓器で確認された。以上のことより，これら CjAvBDs




CjAvBD1 および CjAvBD12 の PCR 産物の塩基配列に 18 個および 13 個の SNPs が検出
された。これら SNPs に基づき CjAvBD1 および CjAvBD12 に 9 および 8 種類の allele が，
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さらにこれら allele の組合せによる 10 種類の haplotype が確認された。A 系および K 系で
は CjAvBD1 および CjAvBD12 共にそれぞれ系統特異的な allele が検出され，それらの組合
せを含む 3 種類の系統特異的な haplotype が認められた。 
 これらのうち，CjAvBD1 と 12 のホモ接合個体を確認した 7 種類の haplotype の CjAvBD
領域（56,812〜70,343bp）の塩基配列を精査したところ，それらの遺伝子構成は CjAvBD101
を除き同一であった。また，すべての CjAvBDs の ORF に haplotype 間 SNPs が確認され
た。特に CjAvBD4，CjAvBD13 および CjAvBD14 の mature peptide に net charge を変化
させるアミノ酸置換を確認した。一方，CjAvBD101 は塩基配列の相同性と系統樹解析に基
づきα，βおよびθの 3 種類に大別され，各 haplotype における遺伝子座数は 0〜1，0〜2




１）ニホンウズラの主要 4 種 HDP の遺伝子構成およびそれらの mRNA 発現は基本的には
ニワトリの orthologous と相同であることが示唆された。しかし，CjAvBD 領域の遺伝子構
成には CjAvBD3 および CjAvBD7 の欠損および GgAvBD6 の orthologous：CjAvBD101 重
複変異が認められ，このことがニホンウズラ特異的な微生物制御をもたらす可能性がある。 
２）6 系統 99 個体は，CjNKL の 2 種類の alleles，CjCATHs の 9 種類の haplotypes およ
び CjAvBD の 10 種類の haplotypes の組合せによる多型カタログに基づき，67 種類に分類
された。これらの組合せの中には複数の HDP，すなわち CjNKL，CjCATH2，CjAvBD4，






LEAP-2 にのみ DNA 多型が認められなかったことは，その機能的特異性に起因するとも考
えられる。 
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審 査 報 告 概 要 
 
 本研究はニホンウズラ自然免疫の液性因子である宿主防御ペプチド（Host defense 
peptide:HDP）のうち，主要な 4群，すなわち NK-lysin（NKL），Liver expressed antimicrobial 
peptide2（LEAP2），Cathelicidin（CATH）および Avian β-defensin（AvBD）を対象に，そ




群（NKL，ならびに一部の CATHs および AvBDs）は，微生物の多様な進化に対応しうるアミ
ノ酸置換や遺伝子座数多型など生物活性に影響する遺伝的多様性を示すことを明確にし，そ
の一端として NKL のアミノ酸置換が大腸菌に対する抗菌活性に影響することを確認した。こ
れら 4HDPs の同定と生物活性に影響しうる多様性を整理した本研究の成果は，これら HDPs
の遺伝的多様性が抗微生物活性や腸内細菌叢への影響を明確にすることにより，抗病性育種
の重要な指標になりうるものと評価される。よって，審査員一同は博士（畜産学）の学位を
授与する価値があると判断した。 
